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肺癌 の 化学療法 に おける最大の 障壁は抗悪性腫瘍薬 に 対す る耐性である . した が っ て そ の 耐性機序 の 解明は重要な研究
課題の 一 つ で ある . シ ス プ ラ チ ン (cis-dia m min edichloroplatin u m(Ⅰ), C D D P)は代表的抗悪性腫瘍薬であ るが , シ ス プ ラ チ ン
に 対する耐性機序と して は, 細胞内 へ の 薬剤取 り込 み梯構 が重要で ∴細胞膜 Na
'
, K
十-A T P分解酵素(Na' , K'-A T Pas e) 活性




+-A T Pa se活性 の 役割と ト ロ ソ ボ キ サ ン 受容体 の 関与 に つ い て検討 した . 非小細胞肺癌株 であ る E B C-1
株 , P C-3 株 , R E R F-L C- M S株で は , 選択的 ト ロ ソ ボ キ サ ン 受容体括抗薬 カ ル シ ウ ム 5(z)-【1 R,2S,3S,4S-7-【3-フ ユ ニ ル ス ル
フ ォ ニ ル ア ミ ノ バ イ シ ク ロ 【2. 2.1] へ プ ト2 イ ル ] -5-へ プ ナ ノ エ イ ト ハ イ ド レ イ ト (calciu m 5(z)一【1 R, 2S, 3S,
4S-7-[3-Phe nyls ulfo nyla_min obicyclo[2.2･ 1]hept-2-yl】
-5-hepte n o ate hydr ate,S-1452) ある い は (3 R)-3-(4- フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ス ル
フ ォ ナ ミ ド)-1,2,3,4-テ トラ ハ イ ド ロ ー9- カ ル バ ゾ ー ル プ ロ パ ノ イ ッ ク ア シ ッ ド ((3R)-3-(4-flu or ophe nyls ulfo n a mido)-1,2,3,4,
tetr ahydr o-9- C arba zolepr opa noic a cid, B A Yu3405) 処理 に よ り , そ の C D D Pに 対す る感受性が増強 され た . また , 非小細胞肺
癌株で は S-1452処理 に よ り細胞膜 Na
+
, K
十-A T Pa seが活性化 され , R E R F- L C-M S株 で は細胞内 C D D P取り込 み量 が増加 し
た . 小細胞肺癌株である S B C-1, S B CT3 の 各細胞株 で は S-1452処理 で CDD Pに 対す る感受性 と細胞膜 Na' , K'- A T Pas e活
性は変化せず , S B C-3 株 に お い て は 細胞内 C D D P取 り込 み 量は 変化 しな か っ た . 小 細胞肺癌株 で あ る S B C-2 株 で は ,




-A T Pa se活性が増強さ れた が , C D D P感受性の 増強 ほ得 られ なか っ た . 以上 の 結果か ら ,
ト ロ ソ ボ キ サ ン 受 容体 ほ非小細胞肺癌株 の C D D P感受性 の 規定因子 と して 重要 な 役割 を 果 た し て お り ∴細胞膜 Na
'
,
K+ -A T Pas e活性 を介 して C D D Pの 細胞内取 り込み に 大きく関与 し て い る こ と が 示 醸 され た . しか し , 小 細胞肺癌株 で ほ
C D D P耐性機構 に おけ る細胞膜 Na+, K十- A T Pa s eお よび ト ロ ン ボ キ サ ン 受容体の 関与は小 さく , こ の 差異が 非小細胞肺癌 と小
細胞肺癌に対す る C D D Pの 抗腫瘍効果が大きく異 な る こ と の 一 国と 考え られ る .
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thro mbox an e re c eptor
シ ス プ ラ チ ン (cis-dia mmin edichlor oplatin u m(Ⅱ), C D D P)の
臨床導入 は多くの 固形癌 に お い て 治療成績の 改善 をも た ら し
た1)が , 肺癌の 化学療法は現在 に お い ても多くの 臨床試験 が行
われて い る段階 で標準的治療法ほ確立 さ れ て い な い
2)
. 癌化学
療法の 最大の 障壁ほ薬剤耐性であ り, こ れを克服す るた め に ほ
耐性機序 の 解明が不 可 欠で ある . ま た , 肺癌は そ の 生物学的特
性の 相違か ら非小細胞肺癌と小細胞肺癌 に分類 され , C D D Pに
対する感受性が両者 に お い て大きく異 な る2) こ と は 周知 の 事実
で ほ あるが , そ の 要因 に つ い て の 研究報告は乏 しく耐性機序が
異なる と推定されて い るに 過 ぎない 3) .
C D D P に対す る薬剤耐性機構と して は ∴細胞内蓄積機構4 ト7),
細胞質内解毒機構8 卜14), D N A修復機構15)の 関与が 報告 され て い
る . 非小細胞肺癌に お ける C D D P耐性機序と して ほ , 細胞 内蓄








- A T Pa-
平成 7年11月20日受付, 平成7年12月20 日受理
A bbreviatio n s :C D D P, Cis -dia m minedichloroplatinu m
se)を 介す る エ ネル ギ ー 依存性の 細胞内取 り込み の 低下 凧
7)や ,
細胞内解毒機構 の 先進 , 特 に グル タ チ オ ン (glutathione, GS H)
の 増加
8) な どが 報告 され て い る .
一 方 , 小細胞肺癌 に おけ る C D D P耐性磯序と して ほ , 細胞質
内解毒磯構の 克進 , 特 に グ ル タ チ オ ン ーS- ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ
(glutathio n e-S-tr a n Sfer as e, G S T)1 4)や メ タ ロ チ オ ネ イ ン
(m eta1lothio n ein, M T)15)の 役割に 関する報告が み られ る が , 小
細胞肺癌の C D D P細胞内蓄積機構は詳 らか で は な い . ま た , 肺
癌細胞株に お ける D N A修復機構 の 関与 ほ薄 い と の 報告 が 多
い 18)
.
前述 の 如く非小細胞肺癌 の C D D P細胞内取り込 み に は細胞
膜 Na+, K+-A T Pa seを介す る能動輸送機構 が重要 な役割 を果た
して お り1
6)17)
, そ の 活性が C D D P感受性 の 規定因子 の 一 つ と し
て 重要 と考え られ て い る が , 小細胞肺癌 に お ける役割 ほ明らか
(I); D M S O, dim ethyls ulfoxide; G S H, glutathion e;
GS T, glutathio n e-S-tran Sferas e; F B S, fetal bo vin e s er u m;IC50, drug co n c e ntratio ninhibiting c ellgro wth by
50 %; M T, m eta1lothio n ein; M T T, 3-(4, 5-dim ethylthiazoト2yl)-2,5-diphenyltetraz oliu m brohlide; P B S,
Phosphate,buffer ed saline
肺癌細胞株の シ ス プ ラ チ ン 耐性機構と ト ロ ソ ボキ サ ン
で は な い . さ らに癌細胞の 細胞膜 Na+ , K+ -A T Pa se活性に 影響
を 及ぼ す因子に関す る研究ほ ま っ た く報告 され て い な い .




- A T Pas eは細胞膜の 能動輸送 に 関与 し , 神経
や 筋 に おい て 細胸内外 の イ オ ン バ ラ ン ス の 形成を 司 る重要な酵
素 と考 え られ て い る
Ig) が
, 近年そ の 活性と ア ラ キ ドン 酸代謝産
物 と の 関連性に つ い て の 報告が 散見 され る . ス ト レプ トゾ ト シ
ソ に よ っ て惹起 され た 実験的糖尿病動物 モ デ ル に お い て 仁 筋や
神経組織 の Na十, K+一 A T Pas e活性が 低下2O)
～ 22)し , さ らに ト ロ ン
ボ キ サ ン A2 と プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ⅰ2 の 塵 生比が変化する
2 3ト 抑
と の 報告 が ある . ･ ま た , ラ ッ トの 摘出子官魁織 に お け る Na+ ,
K+-A T Pa se活性 と ア ラ キ ド ン 酸代謝糸 の 関連性も報告 され て
い る2丁).
以上 の 知見 を 踏 ま え , 本研 究で ほ ヒ ト 肺癌培養細胞株 の





一A TPa se活性に 及ぼす選択的 ト ロ ソ ボ キ サ ン 受容体括抗薬
の 影響を調 べ る こ と に よ り , C D D Pの 作用 機序の 第 一 段階で あ
る細胞内蓄積機構 に おけ る細胞膜 Na十, K+ -A T Pa se活性の 重要
性 とそ の 規定国子 と して の ト ロ ソ ボ キ サ ン 受容体の 役割に つ い
て 検討 した .
材料お よ び方法
Ⅰ . 試 薬
R P M I1 640, リ ソ 酸 緩衝液 (pH 7.4) (phosphate-buffered
s alin e, P B S), お よび ペ ニ シ リ ン ･ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 混合液
(10,000単位/血) は ニ ッ ス イ 薬品工 業(東京)よ り購 入 した . 牛
胎児血 清(fetal bo vin e s e ru m, F B S)ほ 三 光純薬(東京)よ り購
入 した . C D D P は ブ リス トル ･ マ イ ヤ ー ズ ス ク イ ブ株式会社
(東京)よ り供与 され た . 選択的 ト ロ ソ ボキ サ ン 受容体括抗薬 カ
ル シ ウ ム 5(z)-[1 R,2 S,3S,4 S-7-[3- フ ェ ニ ル ス ル フ ォ ニ ル ア ミ ノ
バ イ シ ク ロ [2.2.1] へ プ ト2-イ ルコー 5-へ プ ト ノ エ イ ト ハ イ ド レ
イ ト (c alciu m 5(z)-[1 R,2S,3S,4S-7-[3-phe nyls ulfo nylamin obic-
yclo [2.2. 1] hepト2Tyl】-5-hepte n o ate hydr ate, ST1452) と
(3 R)一3-(4-フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ス ル フ ォ ナ ミ ド)-1,2,3,4-テ ト ラ ハ イ
ド ロ 9ー-カ ル バ ゾ ー ル プ ロ パ ノ イ ッ ク ア シ ッ ド((3 R)-3-(4イ1uoro-
phe nyls ulfon a mido)-1,2,3,4-tetr ahydro-9-C arba z olepr opa n oic
a cid, B A Yu3405)ほそ れ ぞれ塩野義製薬株式会社 (大阪)とバ イ
エ ル 薬 品株式会社( 大阪)よ り供与 され た . 86R b Cl はア マ シ ャ ム
･ ジ ャ パ ン (東京)よ り購入 した . ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド
(dim ethyls ulfo xide, D M S O) と H E P E S は和光純薬 (大阪) か
ら , ま た 3-(4,5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル 2ー イル)-2, 5-ジフ ェ ニ ル テ
ト ラ ゾリ ウ ム ブ ロ マ イ ド (3-(4,5-dim ethylthiaz oト2yl)L2,5-diph-
e nyltetr az oliu m bro mide, M T T)と S D S は Sigm a(St. Lo uis,
U S A) よ り購入 した .
Ⅰ . 細胞株 とそ の 培養条件
ヒ ト 非小細胞肺癌由来の 培養細胞株であ る E BC-1(肺扁平上
皮癌由来), P C-3(肺腺癌由来), R ER F-L C-M S(肺腺癌由来)と と
り ､細胞肺癌由来 の 培養細胞株 である S B C-1,S B C-2,S B C-3 の
各細胞株を 用 い た . こ れ らの 細胞株 ほ理 化学研究所細胞 ･ 遺伝
子保存施設細胞銀行 (つ く ば) よ り 供 与 され た . 細 胞 は
10 % F B S と 1% ペ ニ シ リ ン ･ ス ト レ プ ト マ イ シ ソ 混 合液 を加
えた R P M I1640培養液 を用い て , 5 % C O2 濃度, 37 ℃で 培養 し
た .
Ⅲ . 感受性試験
薬剤感受性は既報紺 卜朋) に 従 っ て細胞増殖阻害試験 で求め た .
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各細胞株 を前述の 培養液に 浮遊 し, E B C-1(1.0×105 個/ml),
P C-3(1･0×10
5
個/ml), RE R F-L C- M S(1.6×1 05 個/ml), S B C-1
(1･6×105 個/ml). S B C-2(1.0×105 個/ml), S B C-3(1.6×105 個/
ml) に 調整 した . 96穴 Ⅴ 庶 マ ル チ プ レ ー ト (Costar, Ca mbrid-
ge, U S A) の 各ウ ニ ル に 細胞浮遊液を 1 00Jl 注ぎ培養器内に 1
時間静置 した . S-1452 500pM, B A Yu3405 500pM , ある い は溶
媒単独を 5恥= ト ロ ソ ボキ サ ソ 受容体捨抗薬は殺細胞効果 を示
さな い 最大濃度を用い た), さ ら に 各濃度 の C D D P 50FEL を各
ウ ニ ル に 加え , 2時間培養器 内に静置 した . そ の 後 , 培養液で
の 洗浄を 2回施 した 上 で , 上清を 注意深く吸引 し培養液 20恥1
を各ウ ニ ル に 加えた . マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で据拝 しな が ら各ウ ニ
ル か ら 1 0恥1 を取 り出 し, 96穴平底 マ ル チ プ レ ー ト (Falc o n,
Fr a nklin Lakes, NJ. U S A) に移 した . さ らに 培養液を 100Jl`加
え計 20恥1 と して 培養器内に 静置 した .
96時間培養後, P B Sに 溶解 し 5mg/m トに 調整 した M T Tを
各 ウ ニ ル に 2恥1 加え , 4 時 間培養 し た後 に 上 清 を 吸引 し
D M S O でホ ル マ ザ ソ 結晶を溶解 した . 10分 間虎拝 した 後 に 自
動吸光度計(E A R 340 A T, S L T, V ie n n a, Au stria)を用 い て ,
波長 560n m に おけ る O D値 を波長660n m に おけ る値を 対照と
して 測定 した . 得 られた O D値か ら細胞生存率曲線を描き , 幾
何学的に50% 増殖阻害濃度(dr ug c o n c e ntratio ninhibiting c e11
gro wth by 50 %,IC5｡値) を求め薬剤感受性の 指標 と した . 感受
性試験はすべ て 3回 以上 行 っ た .
Ⅳ . 細胞内CDDP 蓄積量 の定量
非小細胞肺癌(腺病)由来の R E R F-LC-M S株 と小細胞肺癌由
来 の S B C-3株に お い て細胞内 C D D P蓄横量を測定 した . 各細
胞株 を 1×10T個/ml に 調整 し, 組織培養皿(Falco n) で24時間
培養後 ▲ 上 清を C D D P lOOpM と S-1452 500FLM あるい は溶媒
単独 を含む培養液 に 交換した . 薬剤暴露 の 1, 2時間後 の 細胞
と , さ ら に 薬剤暴露の 2時間後に P B Sで 2 回洗浄 し , そ の 1 ,
2時 間後の 細胞を採取, P B Sに 浮遊 しそ れ ぞれ の 細胞 を ソ ニ
ケ 一 夕 ー Br a n s on so nifier250(Br a n s o n, Da nbury, C T. US A)






- ATPas e活性 の定量
Roz e ngut らの 方法31)と O hm oriらの 方法32)に 準 じ, 8 6R bClの




- A T Pa se活性 を 定量化 し
た . 各細胞株 を 1×10
6
個/ml に 調整 し H E P ES 緩衝液 (pH
7.4)(10m M ブ ドウ糖, 5m M K Cl, 1m M MgC12, 1m M CaC12,
10m M H E P E S-H Cl, 123m M NaCI) に 浮 遊 し た . S-1452
500pM ある い ほ 溶媒単独を加 え2 0分間静置 , さ ら に86R b CI
IJ瓜/ml を加 え て4 0分間静直 した 後 に , P B S で 2 回洗浄 し
P B Sに 浮遊 した . 各検体を液体 シ ソ チ レ ー タ ー A C S Ⅱ(ア マ
Tab lel. Modulatio n ofs e nsitivityto CDD P by S-1 452 in




EBC-1 146.0 ±32. - 32.1 土11.5
b
P C-3 11 4.8 ±26.4 30.6 ±8.2
b




Each v alu e is 支 ±SD of the thr e eindepe nde nt
e xperim e nts b, P< 0.01c o mpa red to the v alu efor the
c e11s tr eated with v ehicle
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シ ャ ム ･ ジ ャ バ ソ) に 溶解 し, そ の 放射活性 を シ ン チ レ ー シ ョ
ン カ ウ ン タ ー L S C700(ア ロ カ 一 束京)で 測定 した . 37 ℃ と 4 ℃





-A T Pas e活性 と した .
Ⅵ . タ ンパ ク質濃度の定量
各検休の タ ン パ ク 質濃度ほ B C A プロ テイ ン ア ッ セ イ キ ッ ト
(Pierc e, Rockford,I L. U S A)を用 い て 測定 した .
Ⅶ . 統計学的分析
Stude nt のセ テ ス トで 2群間検定を行い , 危険率5% 未満の
場合有意差あり と した . 数値は 平均値 士S Dで表示 した .
成 績
Ⅰ . 肺癌培養細胞株 の シス プラチ ン感受性
M T T法に よ る細胞増殖阻害試験で評価 した シ ス プ ラ チ ン 感
受性の 成蹟を示 す .
非小細胞肺癌株の C D D Pに 対する I C5 ｡値(表1)ほ , S-1452
500FLM 処理 に よ り, E B C-1,P CT3, R E R FTL C-M Sの 3株 で有意
に 低値と な っ た . ま た , B A Yu340550恥M 処理 に よ っ ても , 各
細胞株に お い て I C5｡値 の 有意 な改善が得られた(表2). す なわ
ち , 非小細胞肺癌株 で ほ ト ロ :/ボ キ サ ン 受容体括抗薬 に よ っ て
C D D P感受性が著 しく増強 された .
衰 3 に示 す如く , 小細胞肺癌株の C D D Pに 対する IC,｡値 は
S-1452 500pM 処理 に よ っ て も, S B C-1, SB C-2, S B C-3 の 3株
で 有意な変化 ほ認め られなか っ た . す なわ ち , 小細胞肺癌株 で
は ト ロ ン ボ キ サ ン 受容体括抗薬の C D D P感受性 へ の 影 響 は 明
らか では なか っ た .
Ⅰ . 細胞内 C D D P蓄積量
非小楯胸肺癌株 R E R F-L C-M Sと小細胞肺癌株 S B C-3 に お
ける CD D Pの 細胞内蓄積量を経時的 に 観察 した 成績を示す .
R E R F-L C- M S株で は , 1時間後 , 2時間後 には 時間依存性
に細胞内の C D D P蓄積量が増加 した ｡ S-1452 500pM 処 理 に よ
り そ の 事横量 は それ ぞれ 有意に増加 した (図1). 2時間後 に薬
Table2･ M odulatio n of s e n sitivity to C D D P by
B A Yu3405 in n o n- Smallc e11 lu ng c a nc er c el1 1in e s
Cell lin e
IC5｡ V alue(〟M)
Vehicle B A Yu3405 500iLM
El∃じ1 155.8 ±12.6･
PC-3 1 20.0 士1 6.7
R ER F-L C-M S 98.6 士1 0.1





a･ Ea ch v a】u e is 豆 ±SD of tbe thr e eindepe nde nt
e xperim e nts b, P< 0.01c ompar ed to the v alu efor the
C e=s tre ated with v ehicle
Table3▼ Modulatio n ofsensitivity to C D D P by S-1452in







15.4 ±4.5 9. 5 士1.3
1.8 土1.4 2.4 士1.5
a , Ea ch vahl e is 文 士S D of the thre eindepe ndent
e xperim e nts
剤を 除い た後ほ 対照細胞と S-1452処理細胞で ほ C D D Pの 細胞
内残存率 ほ同等 で あ っ た . す な わ ち , S-1452処理 に よ り
C D D Pの 細胞内蓄賛量が増加する が , これ は 排泄の 減少で は な
く取 り込 みの 増加に よ ると考 え られ た .
一 九 S B C-3株 で は 1 時間後 , 2時間後に ほ 時間依存性 に 細
胞内の C D D P蓄積量が増加 したが , S-1452 500JIM 処 理 に よ っ
て も蓄積量に は 有意な変化 は なか っ た (図2). 薬剤 除去後 の 細
胞内残存率は同等で あ っ た .
Ⅲ . 細胞膜 Na+ , K+ - A T Pa s e活性
8
R bClの 細胞内取 り込み量を指標 と して t 各細胞株 の 細胞膜
Na
'
, K十-A T Pa s e活性 を測定 した 成績を示す.
非小細胞肺痛由来 の 3株 の 細胞膜 Na+ , K+-A T Pas e活性ほ ,
S-1452 50恥M 処理に よ り各細胞株 で有意 に 増強 された( 図3).
一 方, 小細 胞肺癌株 に つ い て ほ , S B C-2 株 の 細胞膜 Na十,
K' -A T Pa se活性は S-1452500pM 処理 に よ り有意に 活性化 さ
れ た が , S B C-1株 と S B C-3株 でほ S-1 452処理 の 影響ほ 明 らか
で は な か っ た (図4).
な お , 非 小 細胞肺癌株 と 小細 胞肺 癌株 の 細胞膜 Na十,
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Tim e afte rdruge xpo s u r e(hr)
Fig･ 1･ Intra c ellular a c c u m ulatio n of plutin u min R ER F-L C-
M Sc ell lin e･ A llc ells w er etr e ated with l OOJ(M C D D P
forl or 2 hr. Cells tr e ated with lOOFLM C D D Pw er e
W aShed with c old P B Sa nd in c ubated for l or 2 hr in
dr ugrfr e e m ediu m. 0, R E R F-L C- M S with v ehicle; ⑳,

























0 1 2 3 4
Tim e a触 rdruge xpo s u r e(hr)
Fig･ 2･ ･ Intr acellular a c c u m ulatio n of plutin um in S B C-3 c ell
lin e･ A llc e11s w e retr e ated with l OOpM C D D P forl or2
hr･ Cells tr e ated with lOOノ上M C D D Pw er e w ashed with
C Old P B Sa nd inc ubated for l o r 2 hr in
●
dr ugイr e e
m ediu m ･ □･ S B C-3 with v ehicle; 錮, S BG-3 with 500pM

























肺癌細胞株の シ ス プ ラ チ ン 耐性機構 と ト ロ ソ ボ キサ ン
E B C-1 P C-3 R E R F･L C- M S
F ig. 3▲
86Rb influ x of n o n-S m allceu lu ng c a n c er c el lin es･


























86R b influ x of s m alIc eu lu ng c a n c erce111in es･ ロ ,
c e11s with v ehicle; 凶, C euS with 500FLM S-1452. Bar s, S D.
考 察
代表的抗悪性腫瘍薬である C D D P ほ多 く の 固形癌 に お い て
臨床応用 され て い る1)が , そ の 成績は 満足 で き るもの で は なく ,
特に 非小細胞肺癌 でほ そ の 奏功率 は 20～ 30 %程度
2)で あ り, 治
療成績の 改善が強く望 まれ て い る . 化学療法 の 治療成績 の 向上
に 関す る試み と して は , 多剤併用療法に おけ る抗悪性腫瘍薬 の
組み 合わ せ や 新 しい 投与法の 開発, ある い ほ効果増強薬の 開発
な どが 挙げ られ る2)が , い ずれ の 試み に お い て も抗悪性腫瘍薬
の 作用磯序 , 即 ち 耐性機序 の 解明 が 重要な意義 をも つ と 考え ら
れ る .
C D D Pの 耐性故序 と して ほ , 薬剤の 細胞内蓄積機構4 卜7), 細胞
質内解毒磯構8 卜14), D N Aの 修復磯構1 5)な どが 関与する と考え ら
れ て い る が , 特 に 細胞内 へ の C D D P蓄積機構 は , 作用機序の 第
一 段階と して 重要視 され 多く の 検討 が な さ れ て い る
18)
.
C D D P
の 細胞膜内側 へ の 通過ほ 受動的拡散 と能動輸送機構 の 両者が関
与す ると 考え られ て い る
16)
.
Andr e w sら
33)ほ 卵巣癌細胞株を用
い て CDDP の 能動輸送機構と そ の 感受性規定因子 と し て の 重
要性を初め て報告 した . すな わ ち , ヒ ト卵巣癌細胞株2008 とそ
の C D D P耐性株2008/D D P を用 い て C D D Pの細胞内蓄積機構




- A T Pas eの 阻害薬である ウ ア
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パ イ ン で処理 する と2008株 で C D D Pの 細胞内蓄硬量が約50%
に 減少 し, A T Pの 枯渇 した 状態や K
+
非存在下で の 培養に よ っ
ても C D D Pの 細胞内蓄積量が減少 し, さ らに 細胞内蓄積量 と
細胞外液 の Na
十
濃度が相関 した . こ れ らの 現象ほ 1 分以内に検
出された ため ∴細胞外 へ の 排泄相 で ほ なく細胞内 へ の 取 り込み
相 に 変化が生 じた もの と推定 されて い る . また , 耐性株2 008/
D D Pでは細胞膜 Na+ , K+ - A T Pa s e活性が 有意 に 低下 して い た
こ とも含め , 細胞膜 Na+, K +-A T Pa s eは C D D P をエ ネ ル ギ ー
依存性 に 細胞内に 取り込み , こ の 酵素活性 の 低下が CDD P の
耐性機序の 国子 と して 重要と結論 した . Obm oriら
封)
は , 非小細
胞肺癌株 PC-14 と その C D D P耐性株 P C-14/C D D Pに お い て
C D D P感受性に 及ぼすウ ア パ イ ン の 影響 を 検討 した . 耐性株
P C-14/C D D Pに お い ては 親株 P C-1 4に 比 べ て C D D Pの 細胞内




- A T Pa se活性 が有意に 低
下 して い た . また , ウア パ イ ン 処理 に よ り P C-14株 に お け る
C D D P蓄積量が60% 減少した こ と か ら , 非小細胞肺癌殊に お い
て も細胞膜 Na+ , K +-AT Pa s e活性 が C D D Pの 細胞内取 り込み
に 関与する こ とが 確認 され た . さ ら に O hm ori ら3
2)ほ P C-14株





- A T Pa se活性 の 重要性 を強調 した . 一 方 , 小細
胞肺癌は 一 般に C D D Pに 対す る感受性 が極め て 良好である
2)
.
そ の 小袖胸肺癌株の C D D P耐性機構に お い ては 細胞内蓄横磯
構の 関与 ほ小さ い との 報告13)14)が 多い が , C D D Pの 取 り込 み境
構 に 関する知見ほ乏 しい . 今回 の 検討で は , 非小細胞肺癌株で
ほ細胞膜 Na十 , K十TA T Pas eの 活性化に よ り CD DPの 細胞内取
り込み量が増加 し, さ らに C D D P感受性が増強され た . こ の 成
績 ほ従来の 報告に 一 致するもの で ある . さら に , 同 じ実験系 で
検討 した結果 , 小細胞肺癌株で は細胞膜 Na十 , K
+-A T Pas e活性
と C D D P感受性に ほ関連性が見い 出せ なか っ た こ と か ら , 小
細胞肺癌株 の C D D P取 り込み機構は他 の 癌腫と大きく こ と な
る こ とが 示唆 され た . 小細胞肺癌株に お い て C D D Pの 能動輸
送機構 が存在す るか 否か , あるい は 受動的拡散すなわ ち細胞膜
の 透過性が著 しく克進 して い るか 否か な どは 今後の 検討課題と
考え られ た .
近年, エ ネ ル ギ ー 依存性に C D D P と GSH との 抱合体を細胞
外 へ 排泄する ポ ン プ(G S X ポン プ) の 存在が 報告 され た
35 卜 紺
細胞質内の 解毒機構と して ほ , G S H, G S T, お よ び M Tの 関与
が 報告され て い る . Fujiw ar aら
8}は , C D D P耐性非小細胞肺癌
株 PC-9/C D D P で は親株 P C-9 に 比べ て GS H が約 5倍に 増加
して い る こ とを報告 した . 笠原
14)ほ C D D P耐性小細胞肺癌株
N 231/C D D P を樹立 し, G S Tの 阻害剤で あ る ユ タ ク リ ソ 酸で処
理 す る こ と に よ っ て C D DP 感受性が改善す る こ と を報告 した .
また , Ka s ahara ら
)3)
ほ 小細胞肺癌株 H69 から C D D P耐性株
H 69/C D D P｡ 2 と H69/C D D P を樹 立 し , こ れ ら の 細 胞株 で は
M T量と C D D P感受性が逆相関する こ と を 報告した . つ ま り,
細胞 内に お い て G S H, G S T, あ るい ほ M Tの 作用が 冗進す る こ
と に よ り , C D D P耐性が誘導され る と考え られ る . しか し, 細
胞質内解毒傲構 と薬剤事項機構, 特 に 排泄機構 との 関連性に つ
い て は よ C DDP 耐性機構 に お け る 重要性の 有無も含め今後充分
検討され る べ きで あろう.





-A T Pa s eが 重要 な役割を果た して い る





M AT Pa seは神経や 筋に お い て 細胞内外 の
7 54 坂
生理的イ オ ン バ ラ ン ス の 形成を 司 る重要な酵素で ある19)が , 実
験的 に作成さ れ た糖尿病動物 モ デ ル の 神経や 筋に お い て そ の 酵
素活性が低下す る こ と が報告 され て い る20 ト
22)





-A TPa se活性の 低下 の み な らず , ア ラ キ ドン 酸代謝
系の 変化も指摘さ れ て い る . すなわ ち , ス ト レ プ ト ゾ ト シ ソ に
よ っ て 惹起 され た実験的糖尿病動物 モ デ ル に お い て , 心 筋28),
末梢神経
21)
, そ して 骨 格筋2
2) の Na
+
, K十 -A T Pa s e活性 が 低下
し , さ らに ト ロ ン ボ キ サ ン A2 と プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ソ Ⅰ2 の 産生
比が変化する23ト 28) こ とが報告 され て い る . ま た , ラ ッ トの 摘 出
子官阻織に お け い て ト ロ ン ボ キ サ ン A2 の 産 生が 増加す る と
Na十, K
+-A T Pa s e活性が 低下す る こ と も報告 され て い る2T). こ
れ らの 知見か ら , プ ロ ス タ グラ ン ジ ン と Na+, K
+qA T Pa se活性
と の 関連性が示唆 され , とく に ト ロ ソ ボ キ サ ン A2 の 関与 が 注
目された .
ト ロ ン ボ キ サ ン A2 は ア ラ キ ドン 代謝産物の 一 つ で 様 々 な 疾
患 の 病態に関与す る メ デ ィ ェ 一 夕 ー で あ る . Fujim u raら38ト Al)
ほ気管支喘息患者に お い て , そ の 基本病態である気道過敏性 が
ト ロ ソ ボ キ サ ン A2 合成 酵素阻害薬ある い は ト ロ ン ボ キ サ ン 受
容体培抗薬に よ っ て有 意に 改善する が , そ の 他の慢性呼吸器疾
慮で ほ そ の 改善が 認め られな い こ とか ら , ト ロ ソ ボ キ サ ン A2
が 気管支喘息の 病態 に特異的に関与す る と結論 した . さ らに ,
気管支喘息患者で ほ β遮断薬の 投与に よ り喘息発作 が誘発 され
るが , モ ル モ ッ トの 実験的β遮断英語発気道収縮 に お い て も ト
ロ ソ ボ キ サ ン A之が 関与す る こ と が報告 され て い る4 2). ま た , ト
ロ ン ボ キ サ ン A2 は 血小板 で産生され , 強力な血 小板凝集作用
と血管収縮作用がある た め止血 作用 お よび こ れ と 関連す る作用
である血 栓形成促進作用を有す る こ とが 知られ て い る43). 一 方 ,
プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ソ Ⅰ2に は血 小板凝集抑制作用と 血管拡張作用
があ り43), ト ロ ソ ボ キ サ ン A2と プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ソ Ⅰ2の 産生比
の変化が糖尿病な どに お ける動脈酎ヒや 血 栓症 の 原因や増悪国
子 と考え られ て い る44ト 48} . ト ロ ソ ボキ サ ン 受容体が C D D Pの 作
用機序に深く関与す る と い う今回 の 成績を 考慮す る と , ト ロ ン
ボキ サ ン A2 が そ の 病態 に 関与する疾患が合併症 と して 存在す
る場合, C D D P を含む化学療法の 効果 に影響を及 ぼす 可能性 が
あり , 今後化学療法の 奏功率や化学療法を施行 した患者 に おけ
る予後田子 を検討する際に は こ う した合併症の 有無や重症度 を
合わ せ て 評価す る こ と も重要 で あろ う.
今回 の 検討で は , ト ロ ソ ボ キサ ン 受容体括抗薬添加 の 影響 を
検証する こ と に よ り , C D D P感受性 , C D D Pの 細胞内事項｣
ら に 細胞膜 Na
+
, K
+-A T Pa se活性の 規定因子 と して の ト ロ ン ボ
キ サ ン 受容体 の 役割を検討 した 結果, 非小細胞肺癌株 に お ける
そ の 関与が示 唆 された . しか し, 小細胞肺癌株に お ける感受性
そ の 他の 規定因子た り得ず, さ らな る検討が望まれ る .
結 論
ヒ ト肺癌培養細胞株を用い て C D D P耐性機構に お け る † ロ
ン ボ キ サ ン 受容体の 役割を検討 し, 以下 の 結論を得 た .
1 . 非 小細胞肺癌由来 の E B C-1 株 , P C-3株 , R E R F-L C-
M S株で は 2種の 異な る構造を有する ト ロ ソ ボキ サ ン 受容体括
抗薬 S-1452 お よび B A Yu3405処理に よ り C D D P感受性 が増
強 され た .
2 . S-145 2処理 に よ り R E R FニL C-M S株で は CDD Pの 細胞
内取り込 み量が増加 した が , 排泄に ほ影響 しなか っ た .
3 . S-1452処理 に よ り 非小 細胞肺 癌株 の 細 胞膜 Na+,
K+-A T Pas e悟性が 増強 され た .
4 . 小細胞肺癌由来 の SB C-1 株 と S B C-3 株 で ほ S-1452に
よ る感受性増強作用 ほ 明らか で ほ な か っ た .
5 ･ S-1452処理に よ り S B C-3株で ほ CD D Pの 細胞内蓄積量
ほ変化 しなか っ た .
6 ･ S-1 452処理 に よ っ ても S B C-1 株 と S B C-3株 で ほ細胞膜
Na' , K
十
- A T Pa s e活性 の 有意 な変化は認め られ なか っ た .
7 . S-1 452処理 に よ り SBC-2 株 で ほ 細胞膜 Na+ , K+-A T-
Pa s e活性が 増強 され た が , C D DP 感受性の 増強 は 明 らか で ほ
な か っ た .
以上 の 結果 か ら , 非小細胞肺癌株で は ト ロ ン ボ キ サ ン 受容体
が細胞膜 Na+ , K+-AT Pas e活性 の 規定因子と して C D D Pの 細
胞内取り込み機構 に 重要 な役割を果た して い る が , 小細胞肺癌
株で ほ そ の 関与 は小 さ い と推定 され , こ の 差異が非小細胞肺癌
と小細胞肺癌 に お い て自然耐性度が大きく異な る原困の 一 つ と
考え られ た .
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thro mboxa n e r e c eptor
A bstra ct
D rug reSistanc e m ay be o ne ofthe mostimportant barriersleading tolungc anc er che m otherap yfailure･ Thusitis
essentialtodetermine the m echa nis m s ofresistance to antic anc er age nts･ Cisplatin(Cis-dia m min edichloroplatin u m(II),
C D D P)is akey anticanc er agentfbr c an Cer. It hasbeen r eported that theintracellular a c c u mulation ofC D D P is one ofthe




- A T Pase activiy･ In this study,the




. A T Pase actl Vlty andtherole of the thro mbox aner e c eptorin theintra c ellularac c u m ulation
Of CDD Pwas e xamined using hu m anlu ng ca ncer c ell lines･ In n on -S m allcelllung CanCer Cell lines, E B C-1, PC-3, a nd
R E R F-LC- M Sce11 1ines, the sensitivtiesto CD D Pw ereimproved by treatm ent withtwo difftre nt selectivethro mboxa ne
receptor a ntago nists, C alcium 5(z)-[l R,2S,3S,4S-7-[3-phe nyls ulfo nylamin obicyclo[2･2･1]hept-2-yl]-5-hepten o a tehydrate
(S-1 45 2), and(3 R)-3-(4- fluorophenylsulfon ami do)-1,2,3,4-tetrahydro-9- C arbaz olepropa noic acid(B A Yu3405). Na+, K･ -
A T Pasewa s a ctiv ated and theintra c ellular aCC u mulatio n of CD D P in c re as ed with thetr ea t m e n tin each n on-S m allcelllung




A T Pase activity wa sno t changed significantly, andin the S B C-3 c el1 1ine theintr a c e11ular a c c u m ulation of C D D Pw asno t
m odulated by thetre a t m e n t･ In sm allcell lungca ncer cell line, S BC-2 c ell line, although the Na
･
,
K･-A T Pase w as activ ated
bythe tre atm ent7 he s e n sitivlty tO CD D Pw asno timproved･ T nese re s ults sug ges t theimport antrole of the thro mbo xa n e









- A T Pase activity and the role ofthr o mbo xane
re c ept or m ay no tbe so slgnifica ntin the resi tanc e m e cha nism s toC D D P in s m all cel1 1ung c ance r c ell lin es. The
discrepancy betw e e nthe n on
-S m alland s m allcell lung canc er cell lin es m ay be one of the re a s o n sfbr the variatio nsin the
an tiu mor e飴 ct ofC D D P in clin icaltrials ofche m otherap yfbrlu ngcanc er.
